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γ一干扰素对人大肠癌细胞系的生长棚制

作用和对细胞周期的影响

王 耳令戒人杰周 尤λ

(上海市免疫学研究所 200025) 

我们发现人大肠癌细胞倍 HLA 抗原异 常

表达和肿瘤细胞 DNA 含量(倍性)有关，而且

HLA 抗原的表达率愈市则肿瘤转移率愈低(1)。

为了了解 HLA 抗原表达与肿瘤生长增殖及预

后的内在联系， 我们还用 r 干扰素(IFNy)在休

外成功地诱导了三株大肠癌细胞系使其 HLA

抗原及癌胚抗原( CEA)表达增强[2) 。 在此 基

础上，本文进一步测定肿瘤生长增殖状态和细

胞周期的分布，目的是揭示与肿瘤细胞 HLA

抗原表达相关的某些因素间的变化的规律及意

义，为肿瘤免疫治疗提供依据。

材料与方法

一、人大肠癌细胞系 LoVo (结肠癌， 引 自 美国

ATCC) , HR 8348 (亘肠癌D和HCI (结肠癌) 。 后两者

自浙江省肿瘤所短系 [81 。

二、 IFN 抑制实验将LoVo、 HR 8348 和 HCI

分别以每孔 1ù3 、 10' f日 10 5 细胞纪(1m入 9 6:JL 平底细

刘新垣

(中国科学院上海生物化学研究所)

)也培养板， 细胞贴堕生佼2t1小时后，各孔加入含基

因重组 IFN y (中科院生化所ffjU)的培养液 0 . 3 时， 浓

度依次为 10 、 1 0 2 、 10 3 、 10' 和 10 5 Ujml ， 对照孔加

无 IENy 的培养液 ， 再培养 48 小时后检测 IFNy 的抑

制作用。另用 IFNy103Ujml 分别与细胞培养 21、

48、 72和 96 小时， 观察 IFNy 作用的时间效应。

三、向位素掺入 肿瘤细胞经 IFNy 作用后 ， 吸

去培养液，各孔中加入不合 IFNy 的培养液 0 . 2 ml 和

3H-TdR (上海原子核所， 比度 2 3 mCi j ml )0 .5 uCi。实

验对照未经 IFN γ 培养孔， 空白对照为无细胞孔，

3rc 、 5 %CO 2 培养 4 小时后 ， Hanks 液洗板， 各孔

用 O .l N KOH O .1ml 和 5%三氯醋酸。.1 ml 处理，

l次综细胞， 自 涉;闪仪测各孔 cpm 值， 并计算生长仰制

率z

生长抑制率(%) = 
( 加剧γ 孔 cpm 值 - 空白对照孔 cpm)
1- 不J:ïrlIFNY1Lcpm-m:-τ至白舟，前L- cpm)

x 100 % 

细胞 DNA 含且削定承_lj每月中泊医院曹世龙教授

。i导的 FCM 实驳室大力协助， 11争致谢惠。
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囚 、 细胞 DNA 含量测是 IFNy培养的肿瘤细胞

用 1 % TritonX-100 室温下处理 10 分钟 ， PBS 洗后 ，

经 RNase 液消化及腆化丙览染色， 室温放置 30 分钟 n

流式细胞仪 EPICS V ( Coulter 公司)测定 DNA 含量并

份析细胞周期分布， 激发光波长 488 nm ， 发射光波长

600 nm ， 测定内标准为鸡红细胞。

结 果

未加 IFNγ 培养孔 3H-TdR 掺入值( cprn) 

分别是: LoVo, 5291 士 206 ， HR 8348, 2649 ::t 

314; HCI, 5059 士 5 12，可见 HR 8384 为慢增

殖细胞。

图 1 是不同浓度的 IFNy 对三株肿瘤细胞

生长抑制作用曲线。图 2 是相同浓度 IEN y( 103 

60 . HR834K 

otιHCl 
芝 40
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~… 
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图， IFNy 对人大肠癌细胞系生长

抑制作用的剂量效应

a 

30 
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1 15乡f:日
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圈 2 IFNy 对人大肠癌细胞系生长

抑制作用的时间效应

D/rnl)经不同时间培养后对肿瘤细胞生长抑制

作用曲线。无论是增高 IFRy 的浓度或延长其

作用时间 ， 对 3 株细胞均表现出愈为明显的抑

制效应， 即抑制百分率的增高。

未经 IFNy 作用时， 三株细胞的细胞周期

分布巳见差异， HR 83 48 的 S 期和 G2/M 期

细胞比例均为最高， 而 LoVo 较接近于正常二

倍体细胞的分布(表 1 )。经 IFN y 10 3D/rnl 培

养不同时间后 ， 细胞周期分布均发生了改变，

如表 1 所示，与未经 IFNy 作用的细胞比较，

均表现为 GO/G 1 期细胞比例减少， s 期细胞

比例增高， G 2/M 期则变化甚小。这种细胞

比例的改变在一定范围内随 IFNy 培养时间的

延长而更为明显， 但变化程度在三株细胞中并

不一致，以 LoVo 最大(图 3 ). 

b 

图 3 IFN 对 LoVo 细胞周期影响的时间效应

a: JFN(-).GO/ Gl:79 . 26% ,S:9 . 35 %. G 2/M: 11. 39 % 
b , IFN 103U/m1 72 hr , GO/ Gl , 58 . 01% , S: 27 . 57% , G2/ M, 14. 42% 
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表 1 IFNy 对大肠癌细胞系细胞周期的影响

IFNy 细胞分布 (%)

时 间 (h) G O/ G 1 S G2/ M 

LoVo 。 79 .26 9. 35 11.39 
72 58 . 01 27 . 57 14 . 42 

HCI 。 57 . 76 26 . 19 16 . 05 
48 51. 29 30. 06 18 . 64 
96 44 .36 37 . 56 18 . 08 

HR 83118 。 34 . 47 31 . 47 34 . 07 
120 26 . 09 40 . 08 34 . 82 

讨 论

IFN 对细胞的生长抑 制作用已较明

确[3内， 本文目的是基于 IFN 诱导三株大肠癌

细胞 HLA 抗原表达增强的结果上，进一步 分

析在 IFNy 同一作用条件下， 细胞增殖状态和

细胞周期改变的关系。

结果表明 ， IFNγ对三株细胞均产生直接的

抑制生长增殖作用，以原为慢增殖细胞的 HR

8348 最甚(押制百分率最高 )0 IFNy 的抑制作

用随其剂量的增高，作用时间的延长而增强。另

一方面， IFNY 使三株细胞的细胞周期发生改

变， 即G O/ G 1 期细胞比例减少， s 期比例增高

， 并随作用时间延长而明显。由于细胞均为被抑

制状态， s 期的增高并非 DNA 合成代 谢旺盛，

细胞生长活跃，而只意味着 IFNy 可能抑制了

细胞周期某一或多个环节，造成细 胞在 S 期堆

积，这种堆积作用很可能是短暂的， 应用流式细

胞仪检测，可以判断该种堆积作用的持续时间，

以及可以定量地计算在该阶段每一单位药物所

致的细胞 DNA 合成抑制情况。近年来， 由于流

式细胞仪的应用 ， 对这一现象渐有发现，已有报

道 IFNα 和 IFN 自 可使 Gj 期细胞减少 ， s 期细

胞堆积[卜 7]。本实验证实， IFN Y 亦具 有类似作

用 ， 应用 IFN Y103U/ml 对细胞生长仅产生较轻

度抑制作用时，对细胞周期的影响巳较明显， 因

此这种影响可能是反映细胞增殖受抑制的一个

早期和敏感的指标， 如果这一结论确立， 对 IFN

的临床治疗效果监测和对 IFN 的细胞生物学

效应的研究是一条可望深化的途径。

从本实验结果中尚无法得出细胞生产抑制

程度与细胞周期改变程度之间的相互关系，因

为 JFNγ 对 LoVo 细胞的抑制作用最轻， 但对

细胞周期中细胞比例改变的影响最大。所以是

否可以 G O/ G 1 和 S 期细胞比例改变的程度直

接反映细胞生长抑制的强度还需进一步的实验

依据。结合另文结果[2] ， IFNγ 在抑制细胞增

殖的同时又诱导了 HLA 抗原的表达，对于二

者关系的分析和研究正在深入研究。

摘要

用人基因重组 γ 干扰素与三株人大肠癌细

胞系 LoVo 、 HR 8348 、 和 HCI 培养后， 细 胞

呈现抑制性生长， 细胞在细脂周期中的分布也

同时发生改变， 表现为 G O/G 1 期细胞比例减

少， s 期细胞比例增高。细胞生长的抑制和细

胞周期的改变随 γ 干扰素剂量增大(10←1 0 5U/

ml ) 及作用时间延长(24-96 小时)而增强。细

胞在 S 期的堆积是细胞生长抑制的原因之一。
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